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De ontwikkeling van een multi-screeningsmethode voor ,8-agonisten in urine. 
The development of a multi-screenings methad for ,8-agonists in urine. 
Report 90.51 December 1990 
W. Haasnoot, G.D. van Bruchem, A.R.M. Hamers and R. Schilt 
State Institute for Quality Control of Agricultural Produels (RIKILT) 
PO Box 230, 6700 AE Wageningen, The Netherlands 
6 figures, 4 tables, 7 annexes, 9 references 
A multi-screenings methad based on an enzyme immunoassay (EIA) for the determination of seven 
,8 -agonists in urine samples is descri bed. Using a sample clean-up based on immuno-affinity 
chromatography (JAC), clenbuterol and mabuterol can be determined above the 0.1 ng per mlleveL 
The deleetion limit of the other ,8-agonistic drugs (salbutamol, tulobuterol, terbutalin, cimalerol and 
carbuterol) is about 2 ng per mi, calculated on standardadditions. Due to the preseJlCe of cross-
rcacting metabolites of the parent compounds, positive results are obtained at lower levels in urine 
samples of treated animals. 
Due to these cross-reacting compounds, the test can probably be performed without a sample 
pretreatment. In this case, one technician can handle about 100 samples per day. So far, 1 ng of 
clcnbuterol(units) per mi is used as the level to decielefora positive result . At this level, a GC-MS 
confirmation is possible. With the EIA, the identity of the ,8-agonist in the sample cmmot be 
determined. For this purpose a GC-MS methad is available. Additional experiments are necessary for 
further validation and to delermine the number of fals positives and fals negatives obtained with the 
EI A. 
Keywords: beta-agonistic drugs, urine, screening, enzyme immunoassay, anabolics. 
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Het kunnen waarnemen van het gebruik van ,8-agonisten is voor zowel de keuring als in het kader 
van de opsporing door de Algemene Inspectie Dienst (AID) van groot belang. Om de keurings-en 
opsporingskasten zo Jaag mogelijk te houden en het aantal te onderzoeken monsters te kunnen 
vergroten is een onderzoek gestart naar een multi-screeningsmethode in urine (voor de bepaling van 
een zevental ,8-agonisten) wamvan de eerste resultaten in dit rapport worden beschreven. 
De multi-screeningsmethode is gebaseerd op een enzym immunologische test (EIA). Hierbij worden 
(polyclonale) antilichamen gebruikt voor de herkenning van clenbuterol en kruisreagerende 
verbindingen (metabolieten en andere ,8-agonisten). Door gebruik te maken van een 
monstervoorbewerking op basis van immuno-affiniteitschromatografie (met dezelfde antilichamen als 
gebruikt bij de EJA) wordt voor de ,8-agonisten clenbuterol en mabuterol in urine een detectiegrens 
verkregen van ca. 0,1 ng/ml. Andere ,8-agonisten, zoals: salbutamol, tulobuterol, terbutaline, cimalerol 
en carbuterol, waarvoor de gebruikte antilichamen een lagere kruisreactiviteit vertonen, kunnen met 
behulp van deze screeningstest worden gemeten vanaf het 2 ng/ml niveau. Bovenstaande waarden 
voor de detectiegrenzen zijn gebaseerd op standaardadditie-metingen. Gebleken is dat de test in de 
urine van behandelde dieren, vermoedelijk door de aanwezigheid van kruisreagerende metabolieten, 
op een Jager niveau tot positieve resultaten leidt. Om met de EJA verkregen positieve resultaten te 
kunnen bevestigen met de combinatie immuno-affiniteitschromatografie en GC-MS is gekozen voor 
1 ng/ml (uitgedrukt in clenbuterolequivalenten) als grenswaarde. Op dit niveau kan de EIA 
waarschijnlijk ook zonder monstervoorbewerking worden uitgevoerd. Hierdoor is het mogelijk om 
ca. 100 monsters per dag per analist te screenen op de aanwezigheid van een zevental ,8-agonisten. 
De globaal berekende analysekosten (onder andere afl1ankelijk van het aantal per dag te analyseren 
monsters) zijn dan in de orde van fl 50,- per monster. Vergeleken met de nu gebruikte GC-MS 
methode (fl 400,- tot fl 800,- per monster) kan bij gebruik van de screeningsmethode een besparing 
op de keuringskosten worden verkregen of kan met hetzelfde budget een aanzienlijk groter aantal 
monsters worden geanalyseerd. Tevens is er een duidelijke winst in analysetijd. 
Met behulp van de EIA kan geen onderscheid worden gemaakt tussen de afzonderlijke ,8-agonisten. 
Om de identiteit van de aanwezige ,8-agonist vast te s tellen dienen de met de EIA verkregen positieve 
monsters bevestigd te worden met een massaspectrametrische methode. 
Alvorens deze "multi-screenings" methode in de routine controle toe te kunnen passen moet een 
meer uitgebreid vergelijkingsonderzoek met de nu toegepaste GC-MS methode worden uitgevoerd. 
Aanbevelingen worden gegeven voor verder onderzoek naar onder andere de uiteindelijke keuze van 
een monstervoorbewerkingsprocedure, uitbreiding van het aantal te bepalen ,8-agonisten, het 
uitvoeren van dierexperimenten voor het vaststellen van de aanwezigheid van metabolieten en het 




Stoffen als clenbuterol, cimatero l, salbutamol, terbutaline, mabuterol, tulobuterol en bamethaan 
behoren tot de groep van de ,82-selectieve agonisten of mimetica (,8-agonisten). De werking van ,8-
agonisten wordt uitgeoefend door s timulatie van specifieke receptoren die in he t gehele lichaam 
aanwezig zijn. Norrnaliter worden deze receptoren gestimuleerd door de hormonen adrenaline en (in 
mindere mate) noradrenaline, die door de bijnieren worden gesynthetiseerd en afgegeven. Doordat 
he t effect via hetzelfde mechanisme wordt veroorzaakt als bij adrenaline en noradrenaline he t geval 
is, kunnen de ,8-agonisten worden beschouwd als s toffen met een hormonale werking, vergelijkbaar 
aan de situatie met de synthetische steroïdhormonen (Schilt 1989). Bij toediening van de ,8-agonisten 
aan landbouwhuisdieren is een positief effect gevonden op de groei en de vlees/vetverhouding, het 
zogenaamde "herverdelende effect". 
Clenbutero l is, voor therapeutische gebruik (als bronchospasmolyticum, verwijden van de bronchiën), 
als enige ,8-agonist geregistreerd op de Nederlandse markt voor toepassing bij paarden en, op attest 
van een dierenarts, bij runderen lot en me t een leeftijd van 14 weken. Naast clenbuterol zijn andere 
op clenbuterol gelijkende s toffen, zoals salbutamol, rnabuterol, fenalerol en cimalerol, aangemerkt 
als zijnde illegaal toegepast bij de veehouderij (Van Ginkei e.a., 1990). Voor de controle op de 
illegale toepassing van dergelijke stoffen, in het kader van de opsporing en ten behoeve van het 
Nationaal Plan Overige Stoffen, wordt door he t RIKILT sinds januari 1990 en door het CLRVV sinds 
mei 1990 gebruik gemaakt van een analysemethode gebaseerd op gaschromatografie in combinatie 
met massa-spectromelrie (GC-MS) na opzuivering van de urine- en veevoedermonsters met behulp 
van irnmuno-affiniteitschromatografie (JAC) (RIKILTstandaard voorschrift Nr A0622). Hierbij wordt 
gekeken naar de ,8-agonisten clenbuterol, cimaterol, salbutamol, terbutaline en sinds september 1990 
ook naar mabuterol. De mogelijkheid om met dezelfde JAC-kolom het aantal te bepalen ,8-agonisten 
uit te breiden wordt nog onderzocht. Hierbij is de binding aan de bij de monstervoorbewerking te 
gebruiken immuno-affinite itskolom de beperkende factor. Me thoden gebaseerd op GC-MS zijn echter 
bewerkelijk en mede daardoor vrij kostbaar (fl 400,- tot fl 800,- per analyse). Om onder andere de 
keuringskosten te kunnen verlagen is een onderzoek uitgevoerd naar de mogelijkheid een 
screeningsmethode toe te kunnen passen in he t kader van het gebruik van meertraps 
keuringssytemen. In dit rapport worden, de tot nu toe verkregen resultaten van het onderzoek naar 
een "multi-screenings" methode, gebaseerd op een enzym-immunologische test ("Enzyme 
immunoassay" (EIA)), beschreven. Daarnaast worden aanbevelingen gedaan voor aanvullende 
experimenten. 
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2 METHODEN VAN ONDERZOEK 
In dit rapport wordt een enzym-immunologische test (EIA) voor de bepaling van meerdere {3-
agonisten beschreven. In het hiernavolgende wordt in het kort hel principe van zo'n assay en de 
keuze en produktie van antilichamen en enzym-gelabelde verbindingen toegelicht. Daarnaast wordt 
een overzicht gegeven van de gebruikte monstervoorbewerkingen en het monstermateriaaL Voorts 
worden de karakteristieken van een commercieel verkrijgbare EIA, gebaseerd op hetzelfde principe, 
weergegeven. 
2.1 Principe van de EIA 
• • 
incubatie 





In de EIA wordt gebruik gemaakt van in een konijn opgewekte polyclonale antilichamen tegen 
clenbuterol gekoppeld aan runder serum albumine (zie 2.2). Deze antilichamen worden toegevoegd 
aan de (96) wells van een microtiterplaat waar aan de wand anti-konijnen antilichamen (opgewekt 
in een schaap) zijn gecoat (zie Figuur 1). Gelijk met het monster wordt een vaste hoeveelheid enzym-
gelabeld salbutamol (salbutamol-"Horseradish peroxidase" (HRP)) aan de wells toegevoegd. Het in 
het monster aanwezige clenbuterol gaat een competitie aan met het enzym-gelabelde salbutamol om 
het aantal bindingsplaatsen van de antilichamen (competitieve EIA). Vervolgens wordt een substraat 
(TMB) toegevoegd en een kleurreactie gemeten. De intensiteit van de kleur is omgekeerd evenreelig 
met de clenbuterolconcentratie. Een volledig protocol voor de uitvoering van de EIA is weergegeven 
in bijlage I. 
2.2 Karakterisering van de gebruikte rmtHieltamen 
{3-Agonisten zijn als zodanig niet in staat om een immuunrespons op te wekken. Hiervoor moeten 
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zij worden geconjugeerd aan een hoogmoleculaire verbinding. Voor dit doel werd clenbuterol via het 
aromatische amine (na diazoteren van het amine) gekoppeld aan runder serum albumine (Figuur 2) 
volgens de methode beschreven door Yamamoto en lwata (1982). Dit conjugaal werd gebruikt voor 
de immunisatie van konijnen. De polyclonale 
antilichamen opgewekt tegen dit conjugaal 
zullen hoofdzakelijk reageren met de andere 
zijde van het molecuul welke een tertiaire 
butylgroep bevat. Deze tertiaire butylgroep is 
ook aanwezig in andere ,8-agonisten, zoals: 
salbutamol, mabuterol, tulobuterol, terbutaline 
en carbuterol. Hierdoor moet het in principe 
mogelijk zijn om de op deze wijze verkregen 
antilichamen te gebruiken voor de bepaling van 
Cl 
~ -o-' ~ CH3 C-N=N C-C-N-6-cH I H I 3 
- OH 2 CH3 
Cl 
Figuur 2: Structuur van clenbuterol-scrum albumine. 
meerdere ,8 -agonisten. De gevoeligheid van een test hangt onder meer af van de mate van 
kruisreactiviteit van de antilichamen voor de ,8-agonisten. 
2.3 Synthese van enzym gelabelde verbindingen 
Bij het in dit rapport beschreven onderzoek is een tweetal enzym gelabelde verbindingen toegepast. 
Als enzym werd in beide gevallen "Horseradish peroxidase" (HRP) gebruikt. Clenbuterol werd op 
dezelfde wijze aan het HRP gekoppeld als beschreven bij de koppeling van clenbuterol aan BSA 
(2.2). Daarnaast werd salbutamol via een hemisuccinaat gekoppeld aan HRP. De antilichamen 
vertonen voor salbutamol een lagere kruisreactiviteit in vergelijking met clenbuterol (zie 3.2). Door 
het enzym aan salbutamol te koppelen moet een verbetering van de gevoeligheid zijn te realiseren. 
Salbutamolhemisuccinaat werd gesynthetiseerd volgens de procedure beschreven door Beaulieu e.a. 
(1985) (zie bijlage II). De koppeling van salbutamolhemisuccinaat aan HRP werd uitgevoerd volgens 
de procedure beschreven door Kyrein (1983) (zie bijlage 111). 
2.4 Keuze vmt de monstervoorbewerking 
Om de mogelijke invloed van de matrix op de uitslag van de EIA te kunnen beoordelen zijn 
verschillende opzuiveringsprocedures voor urinemonsters toegepast. 
2.4.1 Directe bepaling. 
2.4.1.1 Urinemonsters worden, indien troebel, gefiltreerd en het filtraat wordt op pH 7,6 gebracht. 
Hietvan wordt 50 J,LI in de test gebracht. 
2.4.1.2 Urinemonsters worden, indien troebel, gefiltreerd en aan 1 mi van het filtraat wordt 4 mi 
fosfaatbuffer (1 M) toegevoegd. Na controleren van de pH wordt 50 J,Ll in de test gebracht (5 x 
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verdunning). 
2.4.2 Solid Phase Extractie (SPE). 
Aan 1 ml van het urinemonster wordt 2 ml 1 M fosfaatbuffer (pH 7,6) toegevoegd. Na controleren 
en zonodig bijstellen van de pH, wordt het monster op een Bond Elut C18-kolom (1 mi, Analytichem 
International) gebracht. Alvorens het monster op de C18-kolom te brengen wordt de kolom 
geactiveerd door te spoelen met achtereenvolgens 1 mi methanol, 1 mi water en 1 ml 0,4 M 
fosfaatbuffer (pH 7,6). Na opbrengen van het monster wordt de kolom gespoeld met water en de 
gebonden ,8-agonisten worden hierna geëlueerd met een mengsel van methanol en acetonitril (85/15, 
v/v). Het eluaat wordt ingedampt en het residu opgenomen in 250 ILi PBST wamvan 50 ILi in de EIA 
wordt gebracht (komt overeen met 200 ILi urine). 
2.4.3 Imnnmo-affinitcitscht·omatografie (IAC). 
Aan 1 mi van het urinemonster wordt 4 mi PBS (pH 7,4) toegevoegd en het mengsel wordt op een 
immuno-affiniteitskolom (JAC-kolom, 1 mi RIKILT batch 90.03) gebracht. De kolom wordt gespoeld 
met 5 ml water en 1 ml80% methanol en de gebonden ,8-agonisten worden geëlueerd met 5 mi van 
een mengsel van methanol en 0,5 M azijnzuur (80/20, v/v, pH 3,5). Het eluaat wordt drooggedampt 
en het residu opgenomen in 250 ILi PBST waarvan 50 ILi in de EIA wordt gebracht (komt overeen 
met 200 ILl urine). 
De !AC-kolom wordt na de elutiestap gespoeld met 5 mi van een mengsel van methanol en 0,5 M 
azijnzuur (80/20, v/v) en 2 x 5 mi water, waarna een volgend monster kan worden opgebracht. 
2.4.4. JAC in combinatie met SPE. 
De combinatie van IAC en SPE werd uitgevoerd met 1 mi urine volgens het in bijlage IV 
weergegeven protocol. Het uiteindelijk verkregen residu werd opgelost in 250 ILl PBST en hiervan 
werd 50 ILl in de EIA gebracht (komt overeen met 200 ILl urine). 
2.5 Vergelijking met een commercieel verkrijgbare EIA. 
De firma Riedel-de Haën (Seelze, BRD) levert een EIA (RIDASCREEN) voor de kwantitatieve 
bepaling van clenbuterol, salbutamol en cimaterol, gebaseerd op hetzelfde principe als hiervoor 
beschreven. De kosten van deze test-kit (96 wells microtiterplaat) bedragen fl 1129,=. Rekening 
houdend met een ijklijn van 6 concentraties en een duplo analyse, kunnen met deze test maximaal 
42 monsters geanalyseerd worden. De materiaalkosten komen dan op fl 27, = per monster. In de 
praktijk zullen deze kosten hoger zijn omdat niet altijd exact 42 monsters per dag geanalyseerd 
worden en omdat per serie monsters een ijklijn moet worden meegenomen. Volgens opgave vertonen 
de gebruikte antilichamen (anti-clenbuterol) kruisreactiviteit voor ei materol (10% ), salbutamol (10%) 
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en terbutaline {13% ) . Volgens opgave zijn, zonder monstervoorbewerking en uitgaande van 2 J.Ll urine 
in de test, de detectiegrenzen voor clenbuterol, salbutamol en cimalerol in urine respectievelijk 1, 10 
en 10 ng/ml (ppb ). Aangegeven wordt dat door vooraf een monstervoorbewerking (SPE voor 
opzuivering en concentrering) toe te passen de detectiegrenzen kunnen worden verbeterd tol 0,02 
ng/ml voor clenbuterol en 0,2 ng/ml voor cimalerol en salbutamol. Deze test-kit werd aangeschaft en 
vergeleken met de op hel RIKlLT ontwikkelde test. 
2.6 Bevestigingsmethode (IAC/GC-MS). 
Voor de bevestiging van de aanwezigheid van ,8-agonisten wordt een methode gebruikt welke is 
gebaseerd op JAC en gaschromatografie in combinatie met massaspectrometrie (GC-MS). Met behulp 
van gaschromatografie worden de gederivatiseerde ,8-agonisten gescheiden en met massaspectrometrie 
worden de ,8-agonisten selectief gedetecteerd (per ,8-agonist wordt gekeken naar een aantal 
karakteristieke fragmenten). Voor een positieve identificatie moet de combinatie van 
gaschromatografische retentietijd en de massaspectrametrische intensiteiten van de fragmenten 
overeenkomen met die van de referentiestandaard. Voor de opzuivering van het monstermateriaal 
(urine, premixen en veevoeders) wordt gebruik gemaakt van JAC in combinatie met SPE. Dezelfde 
procedure wordt inmiddels ook toegepast door het CLRVV voor het onderzoek naar ,8-agonisten in 
het kader van het Nationaal Plan Overige Stoffen en is beschreven in een RIKILT Standaard 
Voorschrift (RSV A0622). 
Tot nu toe zijn massaspectrametrische criteria vastgelegd voor de ,8-agonisten: clenbuterol, 
salbutamol, terbutaline en cimaleroL 
2.7 Onderzochte monstermaterialen. 
Tijdens dit onderzoek werden urinemonsters gebruikt welke verkregen zijn via het CLRVV en de 
Algemene Inspectiedienst (AID). In totaal zijn 24 urinemonsters onderzocht. Een overzicht van het 
gebruikte monstermateriaal wordt gegeven in bijlage V. 
Daarnaast zijn urinemonsters onderzocht welke afkomstig zijn uit een dierproef (proefplan 454.0011, 
augustus 1989). Hierbij werden twee kalveren (dier 10 en 11) van ca. 5 maanden oud gedurende 
zeven dagen tweemaal per dag behandeld (orale toediening) met 26 mi van een preparaat (3,2 mg 
salbutamolsulfaat per 100 ml). Dit kwam overeen met 4,5 J.J.g salbutamolsulfaat per kg 
lichaamsgewicht. Een derde kalf (dier 12) diende als controledier (geen behandeling) . Van deze 
dieren werden vanaf 1 dag voor behandeling dagelijks vier urinemonsters genomen (rond 7.00, 13.00 
en 20.30 uur en van 24 uurs urine geproduceerd tussen 7.00 en 7.00 uur) 
Uit een dierexperiment waarbij 4 mannelijke geilelammeren zijn behandeld (1 mg per dag, oraal) met 
clenbuterol (2 dieren gedurende 6 dagen en 2 dieren gedurende 21 dagen) en 4 geilelammeren niet 
zijn behandeld (controledieren) werden, na de slacht, urinemonsters verkregen. 
3. RESULTATEN EN DISCUSSIE 
3.1 Calibratiecurven 
Om met behulp van de EIA urinemonsters te 
kunnen controleren op de aanwezigheid van 
clenbuterol moet de gevoeligheid van de test 
ruim beneden het 3 ng/ml niveau (actiegrens) 
liggen. Voor het aantonen van andere {3-
agonisten wordt een test met een vergelijkbare 
gevoeligheid als noodzakelijk gesteld. In eerder 
beschreven experimenten (Haasnoot e.a. 1990) 
werd een EIA toegepast met een bereik van 2 
tot 100 ng/ml. Door de hoeveelheden aan 
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Figuur 3: CaliiJratiecurven van cleniJuterol verkregen 
met cleniJuteroi-HRP en saliJutamol-HRP. 
optimaliseren werd een test met een bereik van 0,1 tot 25 ng/ml verkregen (zie figuur 3). Door in 
plaats van clenbuterol, salbutamol met hel enzym te labelen werd een bereik van 0,05 tot 10 ng/ml 
verkregen (zie figuur 3). Er werd uitgegaan van een incubatietijd van 2 uur bij 4°C en voor de 
kleurreactie is een incubatietijd van 30 min gekozen. Langere incubatietijden leverden geen 
significante verbeteringen in hel eindresultaat op. 
De RIKILT-test werd vergeleken met deRIDASCREEN clenbuterol test (Riedel de Haën). In figuur 
4 is te zien dat beide testen goed overkomen met een klein voordeel voor de RIKILT-test. De Riedel 
de Haën test schrijft een incubatietijd van 16 uur bij 4°C voor. Voor een screeningstest is deze stap 
te lang, echter, gezien onze ervaringen, kan de incubatietijd aanzienlijk worden verkort. 
3.2 Kruisreactiviteit van de antilichamen. 
Om de mogelijkheid te onderzoeken of de test 
bruikbaar zou zijn voor andere op clenbuterol 
gelijkende {3-agonisten werden op vergelijkbare 
wijze calibratiecurven van een aantal {3-
agonisten gemaakt. In figuur 5 wordt de 
calibraliecurve van clenbuterol vergeleken met 
die van salbutamol. Door de concentratie aan 
clenbuterol bij 50% maximale absorptie te 
delen door die verkregen bij de salbutamol-
calibratiecurve en dit te vermenigvuldigen met 
100%, wordt het percentage kruisreactivite it 
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Figuur 4: Vergelijkingvan decaliiJratiecurven verkregen 
met de RIKJLT- (Sal-HRP) en de Riedel de 
Haën-test. 
100 
van de antilichamen voor salbutamol berekend. 
In tabel I wordt de kruisreactivite it van de 
antilichamen en het bereik van de 
calibratiecurve voor een aantal ,8 -agonisten 
weergegeven. 
Uit tabel I blijkt da t de anti-clenbuterol 
antilichamen reageren met een achttal ,8-
agonisten. Door deze antilichamen te gebruiken 
bij JAC kunnen deze ,8-agonisten selectief uit 
monstermateriaal worden geïsoleerd. In de tot 
nu toe toegepaste controlemethode voor {3-
agonisten, gebaseerd op JAC in combinatie met 































cleri:luterot of satbutamot (o;j/rrl) 
Figuur 5: Calil>ratiecurven van clenbuterol en 
sall>utamol (met Sa i-HRP) voor de bepaling 




(RIKILT RSV Nr. A0622), wordt gebruik gemaakt van deze antilichamen. Bij deze controle wordt 
tot nu toe gekeken naar een vijftal ,8-agonisten (clenbuterol, mabuterol, salbutamol, terbutaline en 
cimaterol). Uit tabel I blijkt dat de ,8-agonisten carbuterol, tulobuterol en pirbuterol aan deze 
controle kunnen worden toegevoegd. Ten behoeve van deze uitbreiding moeten voor deze drie .B-
agonisten gaschromatografische en massaspectrametrische criteria worden vastgesteld en moe t een 
aantal aspecten met betrekking tot de derivatisering nader worden uitgewerkt. 
Tabel 1: De berekende kruisreactiviteit van de anti-clenbuterol antilichamen ten opzichte van enkele op c lenbuterol 
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De EIA heeft een hoge gevoeligheid voor de bepaling van clenbuterol en mabuterol. Voor de andere 
,8-agonisten is de kruisreactivite it laag (1 - 18%) en daardoor ligt het bereik van de test voor deze 
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stoffen op een hoger niveau. 
Om het bereik van de test voor de ,8-agonisten wamvoor de antilichamen een lage kruisreactiviteit 
vertonen op een gevoeliger niveau te brengen werd onderzoek uitgevoerd naar een (selectieve) 
concentratiestap. 
3.3 Urinemonsters. 
Bij een eerder uitgevoerd onderzoek naar het van nature voorkomen van nortestosteron bij varkens 
(Haasnoot e.a. 1990) is gebleken dat bij een EIA, uitgaande van 50 J .d urinemonster direct aan de test 
toegevoegd, op het lage ppb niveau vals positieve resultaten verkregen worden door matrixeffecten. 
Niet geïdentificeerde componenten aanwezig in het monster beïnvloeden de interactie tussen de 
antilichamen en het enzym-gelabelde hapteen. Bij de ontwikkeling van een strip-test voor de 
screening van urinemonsters op de aanwezigheid van nortestosteron en clenbuterol (Ploum e.a. 1990) 
werd hetzelfde fenomeen waargenomen. 
Vanwege deze matrixinvloeden en de mogelijkheid om een concentratiestap in te bouwen werd 
onderzoek uitgevoerd naar de toepassing van een eenvoudige monstervoorbewerking. Een drietal 
monstervoorbewerkingstechnieken (IAC, SPE en IAC +SPE) werd naast de directe bepaling (50 J.d 
en 10 JÛ) uitgevoerd voor een tiental"blanco" urinemonsters. Hoewel deze monsters eerder door het 
CLRVV als negatief waren beoordeeld is het niet uit te sluiten dat deze monsters mogelijk lage 
concentraties aan ,8-agonisten bevatten (onder de detectiegrens van de GC-MS methode). Daarnaast 
is met de GC-MS niet gekeken naar pirbuterol en carbuterol zodat de afwezigheid van deze stoffen 
niet kan worden gegarandeerd. 
Tabel 11: Vergelijking van de gehalten aan clenbuterol (ng/ml) gevonden in 10 "blanco" urinemonsters m.b.v. de EIA (sai-
HRP label) na toepassen van verschillende monstervoorbewerkingtechnieken 
CLRW nr. Clenbuterolequivalenten in ng/ml 
Me6.9999P<".,069,0 ,0,0. ,0 ,0.969p,o,.p,O,o••••••••••• ··· ·······················--------
direct SPE JAC lAC+SPE 
(50 Jl)) (10 lll) (200 j.il) (200 Jl)) (200 lll) 
90 os 3062 0,6 0,3 1,3 1,3 3,8 
90 os 3063 0,6 0,3 0,4 1,7 0,6 
90 os 3065 0,1 0,2 0,2 <0,01 0,02 
90 os 3066 1,3 0,7 0,5 0,1 0,05 
90 os 3067 1,7 0,9 0,6 0,1 0,08 
90 os 3068 1,0 0,6 0,3 <0,01 0,02 
90 os 3069 0,1 0,1 0,1 <0,01 0,02 
90 os 3072 0,6 0,3 0,4 0,06 0,16 
90 os 3073 0,3 0,4 0,1 <0,01 O,Ql 
90 os 3074 0,2 0,3 0,2 0,03 0,06 
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Uit tabel 11 blijkt dat de directe EIA, waarbij 50 J.Û monster direct aan de lest werd toegevoegd, bij 
de meeste monsters de hoogste "clenbuterol"gehalten (achtergrond) geeft. Een lagere achtergrond 
wordt gemeten bij het gebruik van 10 J.d monster. Het toepassen van IAC als monstervoorbewerking 
geeft het beste resultaat met betrekking tot verlaging van matrixeffecten. Twee urinemonsters (90 OS 
3062 en 3063) werden hierbij positief bevonden. Mogelijk zijn hier lage concentraties aan clenbuterol 
(onder de detectiegrens van de GC-MS methode (<0,1 ppb)) of metabolieten van clenbuterol of 
andere ,8-agonisten verantwoordelijk voor. De combinatie JAC met de EJA en de directe EJA werden 
toegepast op urinemonsters welke eerder met behulp van de GC-MS methode positief of verdacht 
positief (niet voldaan aan de GC-MS criteria) werden bevonden op clenbuterol, salbutamol of 
mabuterol (Tabeiiii). In alle gevallen werd met de combinatie JAC en EIA bij deze monsters een 
positieve uitslag verkregen. Het met de EIA gevonden gehalte (uitgedrukt in clenbuterolequivalenten) 
ligt over het algemeen hoger dan de met GC-MS gevonden waarden. Vermoedelijk zijn metabolieten 
waarmee de antilichamen kruisreageren verantwoordelijk voor deze verhoging. Een vergelijkbare 
invloed van mogelijke metabolieten werd waargenomen bij het onderzoek naar een striptest voor 
clenbuterol en nortestosteron (Pioum e.a. 1990). 
Tabel lil: Resultaten verkregen met de EIA na analyse van diverse urinemonsters welke met de GC-MS methode positief 
(of vcrdacht positie[) waren bevonden voor clenbuterol, salbutamol of mabuterol. 
RI KILT CLRVV El A .0-agonist GC-MS 




90 os 2487 5,2 6,2 clenbuterol 1,8 
90 os 2527 >6 3,3 clenbuterol 0,7 
90 os 2600 3,8 3,6 clenbuterol 3,2 
90 os 2991 2,5 0,5 clenbuterol 0,5 
90 os 2992 2,6 1,8 clenbuterol 1,5 
90 os 3064 5,0 1,7 clenbuterol 0,6 
90 18641 >6 1,0 salbutamol 3 
90 18027 >6 0,3 salbutamol 3 
90 18845 >6 28 salbutamol 76 
90 18846 >6 22 salbutamol 74 
90 18844 >6 33 salbutamol 115 
90 18859 >6 25 mabuterol 2 
90 18860 2 2,1 mabuterol 2 
90 18861 1,5 11 mabutcrol 2 
• EIA-gchalten uitgedrukt als ng clenbuterol per mi urine. 
De hoge EIA-waarden (na JAC) gevonden bij twee urinemonsters met relatief lage 
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salbutamolgehalten (3 ppb) zijn opvallend. Met behulp van standaardaddities werd voor salbutamol, 
vanwege de lage kruisreactiviteit (5%) van de antilichamen voor salbutamol, pas een positieve uitslag 
verkregen op het 5 ng/ml niveau. Vermoedelijk zijn in urinemonsters van met salbutamol behandelde 
dieren hoge concentraties aan metabolieten aanwezig. Ook de monsters waarin met GC-MS 
vermoedelijk mabuterol werd aangetoond (voldeden niet volledig aan de criteria) bleken positief in 
de EIA. Bij het toepassen van de directe EIA uitgaande van 10 J.Ll monster werden de meeste 
monsters uit tabel 111 positief bevonden. Uitgaande van 1 ng/ml als grens werd echter één monster 
met een salbutamolgehalte van 3 ng/ml (GC-MS methode) vals negatief beoordeeld. 
Bovenstaande waarnemingen geven aan dat de combinatie van JAC en EIA een zeer gevoelige test 
oplevert en dat 10 ~ti monstermateriaal in de test voldoende is om een positief signaal te verkrijgen. 
In ieder geval dient de test zo te worden afgesteld dat de hiermee verkregen positieve waarden 
kunnen worden bevestigd met de GC-MS methode. Door een grens van 1 ng/ml (uitgedrukt in 
clenbuterolequivalenten) te hanteren lijkt het mogelijk om op de diverse ,8-agonisten te kunnen 
controleren. 
Om de test zo eenvoudig mogelijk te houden kan gekozen worden voor een monstervolume van 10 
~ti welke direct aan de test wordt toegevoegd. Het criterium voor het wel of niet positief afgeven van 
de urinemonsters ligt dan op 70% van de maximale absorptie (> 70% = negatief en < 70% = 
positief). Uit een meer uitgebreid onderzoek, waarbij de directe EIA en de combinatie IAC met EJA 
wordt vergeleken met de GC-MS methode, moet blijken in hoeverre de snelle directe EIA vals 
negatieve en vals positieve resultaten oplevert. 
Urinemonsters van een met salbutamol behandeld kalf (dier 10) werden onderzocht met de directe 
EIA (10 ~tl direct aan de test toegevoegd). Aan het kalf werd gedurende 7 dagen tweemaal daags een 
hoeveelheid van ca. 800 IJ.g salbutamolsulfaat toegediend (oraal). Vergeleken met de humane 
toepassing (oraal: 2 - 4 mg (sulfaat) 3 - 4 maal daags) en met de in de literatuur beschreven 
toepassing bij varkens (Cole 1987: 80 IJ.g per kg lichaamsgewicht, 2 maal daags) is dit een lage 
dosering. Tijdens deze toediening werden driemaal daags urinemonsters genomen.Daarnaast werd 
een monster genomen van de totale urineproduktie over een etmaal. Alle urinemonsters van dit kalf, 
behalve het monster genomen op het moment van de eerste toediening, werden volgens bovenstaand 
criterium positief bevonden. 
De gehalten aan salbutamol in deze monsters werden berekend door de met de EIA gevonden 
clenbuterolgehalten te vermenigvuldigen met een factor 20 (de kruisreactiviteit van de antilichamen 
voor salbutamol is 5% ). In de urinemonsters werden op deze wijze hoge gehalten aan salbutamol 
gevonden (tot 550 ng/ml; zie figuur 6) . Enkele van deze monsters werden eerder met de GC-MS 
methode geanalyseerd en de met de EIA gevonden gehalten liggen 3 - 10 maal hoger dan de GC-MS 
gehalten. Dit geeft wederom aan dat de aanwezigheid van kruisreagerende metabolieten in de urine 




7.00 13.30 20.30 dagprod. 
tijdstip monstername 
-1 ~2 ~3 ~4 E'ZZLl5 c:=J6 
Figuur 6: Gehalten aan salbutamol (EIA) in de urine van een kalr (dier 10) welke is behandeld met salbutarnolsulraat (4,6 
Jlg per kg lichaamsgewicht). 1, 2, 3, 4, 5 en 6 zijn de dagen van l>chandeling. 
Urinemonsters afkomstig van een dierexperiment waarbij vier geiten zijn behandeld met clenbuterol 
(zie 2.7) werden onderzocht met de directe EJA en met een HPLC-methode (Hooijerink 1991). In 
tabel IV worden de gevonden gehalten weergegeven. Hieruit blijkt dat de met clenbuterol behandelde 
dieren duidelijk te onderscheiden zijn van de niet behandelde dieren en dat de met de EIA gevonden 
waarden, vermoedelijk door de aanwezigheid van metabolieten, hoger zijn dan de met HPLC 
gevonden gehalten. 
Tabel IV: Gehalten aan clenbuterol (ng/ml) gevonden met de directe EIA en met een HPLC-methode in urinemonsters 











21 dagen behandeld 
21 dagen behandeld 
6 dagen behandeld 
















4. AANBEVELINGEN VOOR VERDER ONDERZOEK 
4.1 Vergelijkend onderzoek. 
Voordal de in dit rapport beschreven test bij de routinecontrole toegepast kan worden is een meer 
uitgebreid vergelijkend onderzoek met de nu gebruikte GC-MS methode noodzakelijk. Hierbij gaat 
het vooral om het vaststellen van de te hanteren grens voor het wel of niet positief afgeven van de 
monsters. Zoals de experimenten nu uitwijzen kan deze grens op 1 ng/ml (clenbuterolequivalenten) 
worden gehanteerd. Het is echter mogelijk dat deze grens, na analyse van een grotere serie monsters, 
aangepast moet worden om het aantal vals positieve en vals negatieve uitslagen te minimaliseren. 
Voorgesteld wordt om gedurende 2-3 maanden urinemonsters te analyseren welke eveneens door het 
CLRVV (GC-MS methode) worden onderzocht (ca. 200 monsters). Hierbij wordt de directe EIA (10 
JJ.l monster) vergeleken met de combinatie IAC en EIA. De mogelijkheid om de 
monstervoorbewerking met IAC te kunnen automatiseren wordt onderzocht. Hiervoor is tijdelijk (3 
maanden) door de firma Gilson een ASPEC-systeem (Automatic Sample Preparation with Extraction 
Columns) ter beschikking gesteld. 
4.2 Dierexperimenteel onderzoek. 
In principe is het mogelijk om met de in dit rapport beschreven test urinemonsters op de 
aanwezigheid van zeven ,B-agonisten te onderzoeken. De gevoeligheid van de test voor ,B-agonistcn 
is hoog, zelfs voor ,B -agonisten waarvoor de gebruikte antilichamen een lage kruisreactiviteit vertonen. 
Deze gevoeligheid is mede te danken aan de vermoedelijke aanwezigheid van kruisreagerende 
metabolieten van de ,B-agonisten in urine. Deze bewering is gebaseerd op het onderzoek van 
urinemonsters afkomstig van dieren welke met clenbuterol, mabuterol en salbutamol zijn behandeld. 
Vergelijkbaar materiaal van dieren behandeld met tulobuterol, cimaterol, pirbuterol en terbutaline 
zou onderzocht moeten worden om te kunnen bewijzen of de test op eenzelfde gevoeligheid kan 
worden gehanteerd bij de controle op deze ,8-agonisten. Hiertoe moeten vier kalveren worden 
behandeld met de vier ,B-agonisten op overeenkomstige wijze als eerder uitgevoerd bij de 
salbutamoldierproef (2.7). 
4.3 Isolatie en karnkterisercn van metabolieten. 
Bij urinemonsters afkomstig van met clenbuterol, mabuterol en salbutamol behandelde dieren zijn 
sterke aanwijzingen dat metabolieten van de oorspronkelijk toegediende stof aanwezig zijn. Vooral 
bij salbutamol worden hoge concentraties aan metabolieten verwacht. Voorgesteld wordt om deze 
metabolieten uit urinemonsters van behandelde dieren te isoleren en te karakteriseren. Mogelijk kan 
door de aanwezigheid van deze metabolieten in urine het gebruik van de oorspronkelijke stof op een 
lager niveau en dus eveneens op een later tijdstip na toediening worden aangetoond. 
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4.4 Andere matrices. 
Naast urine worden andere matrices zoals veevoeders, premixen en weefsels aangeboden voor 
onderzoek. De in dit rapport beschreven test kan in principe aangepast worden voor dit soort 
monsters. Hierbij zal het accent moeten liggen bij het ontwikkelen van eenvoudige 
monstervoorbewerkingprocedures alvorens de test te kunnen toepassen. 
4.5 P-receptor. 
Tot nu toe worden ant ilichamen gebruikt voor biospecifieke interacties met de ,8-agonisten. De 
specificiteit van antilichamen kan nadelig zijn indien meerdere ,8-agonisten bepaald moeten worden. 
Aangezien de werking van ,8-agonisten wordt uitgeoefend door stimulatie van specifieke receptoren, 
die in het hele lichaam aanwezig zijn, lijken voor de bredere aanpak van de analyseproblematiek, deze 
receptoren meer geschikt als groepspecifiek reagens. Voorgesteld wordt om het onderzoek naar de 
isolatie van de ,8-receptor en de mogelijkheid om de antilichamen te vetvangen door deze receptor 
te intensiveren. 
4.6 Nieuwe nntisern. 
Met de in dit rapport beschreven test kunnen zeven ,8-agonisten worden geanalyseerd. Echter via o.a. 
de AID is al gevraagd naar het opzetten van een analysemethode voor b.v. fenoterol. Daarnaast 
worden andere p -aganisten genoemd als zijnde in aanmerking komend voor controle (o.a. 
ractopamine). Het scala aan te analyseren ,B-agonisten moet derhalve worden uitgebreid en daartoe 
zijn andere typen antilichamen, voor zowel de toepassing bij de monstetvoorbewerking (JAC) ten 
behoeve van de GC-MS methode als voor een sceeningstest, nodig. Hierbij kan gedacht worden om 
per ,8-agonist een antilichaamproduktie op te zetten. Een andere benadering is om antilichamen te 
produceren die in principe geschikt moeten zijn voor een aantal ,8-agonisten (multi-benadering) . In 
bijlage VI en VII wordt een tweetal stoffen genoemd welke in aanmerking komt voor 
antilichaamproduktie en waarvan de antilichamen in theorie geschikt zouden kunnen zijn voor zo'n 
multi-benadering. Het lijkt zeer nuttig om de antilichaamproduktie tegen deze stoffen op korte 
termijn op te starten. 
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5. CONCLUSIE 
De in dit rapport beschreven test lijkt geschikt te zijn voor het screenen van urinemonsters op de 
aanwezigheid van een zevental ,8-agonisten. De werking van de test is bewezen voor de ,8-agonisten 
clenbuterol, mabuterol en salbutamol. Voor de andere ,8-agonisten zoals tulobuterol, cimaterol, 
terbutaline en carbuterol moet de werking van de test op het lage ng/ml niveau nog nader worden 
onderzocht. Hierbij is het voorkomen van metabolieten van de toegediende ,8-agonisten in urine, 
waarmee de gebruikte (anti-clenbuterol) antilichamen kruisreageren, van belang. Voor dit doel is een 
nadere onderbouwing in de vorm van dierproeven noodzakelijk. Het lijkt aannemelijk dat de 
metabolietvorming van de overige ,8-agonisten op een vergelijkbare wijze zal plaatsvinden als bij 
salbutamol en/of clenbuterol. Door bij de test een minimale monstervoorbewerking toe te passen, 
kunnen ca 100 urinemonsters per dag door één analist worden geanalyseerd. Door een eenvoudige 
monstervoorbewerking (IAC) toe te passen kan de test op een nog gevoeliger niveau worden 
gebracht. Deze voorbewerking gaat echter ten koste van de snelheid van de test en gezien de 
resultaten verkregen met urinemonsters van behandelde dieren lijkt het voorlopig niet noodzakelijk 
de test op een gevoeliger niveau te brengen. Alvorens de test in de routinecontrole toe te passen 
dient een meer uitgebreid vergelijkingsonderzoek met de nu toegepaste GC-MS methode te worden 
uitgevoerd. Hierbij is met name van belang of bij de gekozen grens van 1 ng/ml (uitgedrukt in 
clenbuterolequivalenten) met de GC-MS methode ook positieve waarden worden verkregen (zo laag 
mogelijk percentage vals-positieven ( <5-10% ). Daarnaast moet het aantal vals-negatieven eveneens 
zo laag mogelijk worden gehouden. 
Om de test geschikt te maken voor een nog groter aantal ,8-agonisten moeten andere typen 
antilichamen opgewekt worden. Verwacht wordt dat antilichamen opgewekt tegen norepinefrine en 
actopamine de mogelijkheid geven om het scala aan te testen ,8-agonisten fors uit te breiden. 
Hiernaast is onderzoek naar toepassing van de ,8-receptor (in plaats van antilichamen) van belang. 
Deze ,8-receptor reageert immers met alle farmacologisch actieve ,8-agonisten, zodat de test multi-
inzetbaar wordt. Daarnaast lijkt het zinvol om de test ook toepasbaar te maken voor andere matrices 
als bijvoorbeeld veevoeders en weefsels. De globaal berekende analysekosten (o.a. afhankelijk van 
het aantal per dag te analyseren monsters) per monster bedragen fl50,-, hetgeen in vergelijking met 
de arbeidsintensieve GC-MS procedure (fl 400,- tot fl 800,- per monster) een grote besparing in de 
keuringskosten kan opleveren Bij gebruik van de commercieel verkrijgbare test zullen de 
analysekosten, gezien de relatief hoge materiaalkosten, ca fl 20,- hoger zijn. 
-21-
LITERATUUR 
Beaulieu N, Charette C, Loo J.C.K, Jordan N en McGilveray I.J., Salbutamol 
radioimmunoassay: Synthesis and properties of the benzylic succinate of salbutamol, 
J . Pharm. An. 3 (1985) 575. 
Cole D.J.A. e.a., CEC Seminar "Beta-agonists and their effects on animal growth and 
carcass quality", Brussel 19-20 mei 1987, J.P. Hanrahan (Ed.), Elsevier p 137. 
Van Ginkei L.A., Stephany R.W. en Van Rossum H.J., Mabuterol identified as an 
illegally used beta-agonistic growth promotor for slaughter animals, RIVM rapport 
388701 009, juni 1990. 
Haasnoot W, Plourn M.E, Paulussen R.J.A, Schilt R en Huf F.A, Rapiel 
determination of clenbuterol residues in urine by high-performance Jiquid 
chromatography with on-line automateet sample processing using immunoaffinity 
chromatography, J. Chrom. 519 (1990) 323. 
Hooijerink H, Schilt R, Haasnoot W en Courtheijn D, Determination of clenbuterol 
in urine of calves by HPLC with sequentia! ultraviolet a nel electrochemical detection, 
aangeboden voor publicatie in J. Pharm. An. (1991). 
Kyrein H.J., Der Radioimmunoassay fiir Steroidhormone, Z . Lebensm.-Unters.-
Forsch 177 (1983) 426. 
Ploum M.E, Haasnoot W, Paulussen R.J.A, van Bruchem G.D, Hamers A.R.M, Schilt 
R en Huf F.A, Test-strip enzyme immunoassays and the fast screening of 
nortestosterone and clenbuterol residues in urine samples at the parts per billion 
level, geaccepteerd voor publicatie in J. Chrom. (mei) 1991. 
Schilt R, Farmacologie en analysemethoden voor de residu-bepaling van bcta(2)-
agonisten, RIKILT rapport 89.47, september 1989. 
Yamamoto I en Iwata K., Enzyme immunoassay for clenbuterol, a beta-2-adrenergic 
stimulant, J. lmmunoassay 3 (1982) 155. 
-22-
BIJLAGE I: Protocol voor het uitvoeren van de directe EIA. 
EEN MULTISCREENINGSMETHODE VOOR DE BEPALING VAN B-AGONISTEN [N 
URINE VAN KALVEREN. RUNDEREN EN VARKENS M.B.V. EEN COMPETITIEVE 
ENZYM IMHUNOASSAY. 
Literatuur: M.E.Ploum, W. Haasnoot, R.J.A. Paulussen, G.O.-van 
Bruchem, A.R . N. Hamers, R. Schiltand F.A. Huf.Test'-strip enzyme 
immunoassay and the fast screening of nortestosterone and 
clenbuterol residues in urine samples at the parts per billion 
level.Accepted for publication in J.Chromatogr( may 1981) . 
Inleiding: 
Clenbuterol,salbutamol,cimaterol,mabuterol en terbutaline behoren 
tot de groep van de ~-agonisten. Bij toediening van ~-agonisten 
aan landbouwhuisdieren is een positief effekt gevonden op de 
vlees/vetverhouding. Op de Nederlandse markt is voor 
therapeutisch gebruik alleen clenbuterol geregistreerd voor de 
toepassing bij paarden en runderen(tot een leeftijd van 14 
weken). 
Daarnaast kunnen andere ~-agonisten zoals salbutamol, cimaterol, 
mabuterol en terbutaline illegaal gebruikt worden. 
Het kunnen waarnemen van het gebruik van ~-agonisten is voor 
zowel de keuring als in het kader van de opsporing door de AID 
van groot belang. Hiervoor is een screeningmethode, gebaseerd op 
een enzym immunologische test, ontwikkeld. Met behulp van deze 
test kunnen de ~ - agonisten clenbuterol en mabuterol worden 
gemeten in urine vanaf 1 ng/ml niveau. Voor de ~-agonisten 
salbutamol, tulobuterol, terbutaline, carbuterol en cimaterol is 
de test, vanwege de lage kruisraaktiviteit van de antilichamen 
voor deze stoffen, minder gevoelig (10-20ng/ml). Echter, zoals 
bewezen voor salbutamol (rapport na. 90.51 . december 1980) worden 
urine monsters afkomstig van behandelde dieren, vermoedelijk door 
de aanwezigheid van kruisreagerende metabolieten positief 
bevonden vanaf een niveau van ca. 5 ng/ml voor de oorspronkelijke 
stof. Bovenstaande detektiegrenzen zijn gebaseerd op een direkte 
EIA (zonder monstervoorbewerking). 
De test maakt geen onderscheid tussen de verschillende ~­
agonisten en urinemonsters worden positief bevonden indien het 
gehalte, uitgedrukt in clenbuterol-equivalenten, groter is dan 1 
ng/ml . 
PRINCIPE VAN DE EIA . 
Het principe van de test is gebaseerd op de antigeen-antilichaam 
reaktie (figuur 1). In een konijn worden polyclonale antilichamen 
(PCA) opgewekt tegen het clenbuterol wat gekoppeld is aan runder 
serum albumine. De wells van een microtiterplaat zijn gecoat met 
anti-konijn antilichamen (opgewekt in een schaap). Clenbuterol 
antilichamen, enzym-gelabeld-salbutamol en monster of 
clenbuterolstandaard worden in de wells gebracht . Vrij 
clenbuterol en enzym-gelabeld-salbutamol competeren om Je 
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bindingsplaatsen van de antilichamen. Tegeli jkerti jd wordend ~ 
clenbuterol-antilichamen gebonde n doo r de aan de wand 
geimmobiliseerde antikonijn antilichamen . De de t e kt ie verl oo p t 
volgens een kleurreaktie door toevoeging van substraat ( peroxide ) 
e n chromogeen ( tetramethylbenzidine) . Gebonden enzym-gelabeld-
salbutamol veranderd het kleurloze chromogeen in een blauw 
gekleurd chromogee n. Door toevoeging van een stopreagens 
(fosforzuur) veranderd de kleur in geel. De mate van kleuring 
wordt fotometrisch bepaald bij 450 nm. De intensi tei t van de 
k leur i s omgekeerd evenredig met de clenbuterolconcentratie. 
Benodigd hed en : 
• • 
Yy ~Y. 
. ~ .Y. r 
0 •• o-. 
0 • 
Figuur 1: principe van een competiti eve EIA 
Mi c rotiter ELISA plates (Greiner art. 655161-steriel EIA-plaat en 
Labstar cat. 1.1040E microtiterplaat voor het verdunnen van de 
monsters)- Wellwasher (4x)(Denley)- Hieroplate Reader Argus 400 -
software Argus 400 (Packard Canberra)- vriezer (-20°C) - koe l kas t 
(4°C) - Vari-shaker (microtiter Dynatech)- i nstelbare p ipe tten 
0.5-10 ul. 10-100 ul en 100-1000 ul (Eppendorf) - multipipet 50-
200 ul (Titertek)-repeteerpipet 25-1250 ul (Eppendorf ) - plate 
sealers (Costar cat 3095) - Acrodisc 0.2 um (Gelman no . 4192) -
Ph- papier 5-10 ( Herck art. 9533)- Sheep anti-rabbit IgG (Sigma R-
9754) Coatingsbuffer (protocol 15a) - FBS/ Tween-
PBS/Tween/antifoam (protocol 15a)- antiserum 17 1 Batc h !-
clenbuterol (verkregen van Boehringer Ingelheim- s a l bu t amo l- HRP 
conjugaat(prot oc ol 28A-28B-29 A-29B) - THB perox i dase s ub s tr aat 
sys teem (protoco l 15 commercieel) . 
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Werkwijze: 
1 . Coating 
het schaap-antikonijn IgG ( Shar) wordt aan de EIA-plaat 
(Greiner) gekoppeld. Concentratie is 10 ~g/ml 
coatingbuffer (protocol nr. 15a) . Volume: 100 111 per 
we 11. 
Incubatie: Overnacht bij 4°C in de koelkast . 
2 . Standaardenreeks 
maak een standaardreeks uitgaande van een clenbuterol 
standaard met een concentratie van 1 mg/ml in 
ethanol (bewaard bij -20°C vriezer) in PBS/Tween met de 
volgende concentraties: 0- 0,1-0,25 - 0,5- 1,0- 2,5- 5 
ng/ml. 
Let er op dat de standaarden altijd bij 4°C in 
het donker bewaard worden i.v.m . lichtgevoeligheid. 
3 . Voorbehandeling urine 
filtreer de urine, wanneer deze niet helder is . 
neem een aliquot van de urine en filtreer dit over een 
Acrodisc(steriel) 0,2 IJ,m. 
breng de urine op pH 7 met pH-papier 5-10. 
verdun de urine 5x: 
pipetteer 200 111 PBS/T in een well van een 
microtiterplaat (Labstar) 
pipetteer 50 111 urine in de well bij de PBS/T van de 
microtiterplaat (Labstar). 
meng de inhoud van de well m. b . v. de vari-sbaker 2 
minuten stand 6. 
4. Antiserum verdunning 
maak een verdunning van AS 171-81 van 1 : 5000(final 
dilution 1:200000) in PBS/T. Per plaat is 2,5 ml nodig . 
5. Salbutamol- horseradisb peroxidase <Sal-HRP). 
maak een verdunning van Sal-HRP (batch 1* A.v.Hallegbem ) 
van 1:500(final dilution 1 : 2000) in PBS/T . Per plaat is 
2,5 ml nodig. 
8. Werkwijze 
was de EIA-plaat (Greiner) met de wellwasber 4x300 11l 
met de wasvloeistof (PBS/T/antifoam). 
klop de plaat leeg op de tafel. 
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voeg aan de wells 50 ~l standaardopl ossing ( punt 2 ) o f 
50 ~l ve rdunde monsteroplossing (punt 2 ) t oe ( duplo) 
m. b.v. multipipet (zie voor plaatindeling figuur 2) . 
voeg aan d e wells 25 ~l van het Sa l-H RP conjugaat (punt 
4) toe m.b . v. repeteerpipet. 
voeg nu 25 ~ 1 van de antiserumverdu nn ing (p un t 4 ) t oe 
per well. 
t o taalvo lume 100 ~l per well. 
meng de inhoud van de wells m. b.v. de vari-shaker 10 mi n 
bij stand 6 . 
incubeer 2 uur bij 4 oe in de koelkast. 
7 Kleurreaktie 
8 . 
was de mi c rotiterplaat met de wellwasher 4x300 ~ 1 met 
de wasvloeistof (PBS/T/antifoam). 
klop de plaat leeg opde tafel. 
voeg 100 ~1 THB substraatoplossing pe r well toe 
(protocol 15 commerciëel). Per plaat is 10 ml nodig. 
incubeer 20 minuten bij kamer t emperatuur in 
het donke r . 
Sto!;)gen 
stop de kleurreaktie met 100 ~1 1 H H3P04 pe r well . 
meng de inhoud van de well m.b.v. de va ri-shaker 1 
op stand 6. 
mi n 
9. Hetinir 
bepaal de extinctie spectrafotometrisc h met d e 
Argus 400 ( zie voor de instelling figuur 3 en 4 ) . 
geef in het protocol de fitting methad 4 - parame t er op. 
geef in de file setup een golflengte van 450 om op . 
geef de juiste template op . 
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Figuur 2 : t emplate indeling 
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Figuur 4 file setup 
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10 . Resultaat 
bereken de gehalten m. b.v. het Kinesmart programma aan 
d e hand van de ijklijn, die in iedere plaat aanwezig is 
(d elete de 0 standaard in de ijklijn). 
bereken de gehalten handmatig door de gemiddelde 
extinkties ( bound=B) van een standaard of 
monster te delen door de extinktie waarde van de 
nulstandaard (8o) en vermenigdvuldig deze met 100% 
< B/ Bo) . 
De ijklijn moet lineair zij over een gebied van 0 ,1- 5 
ng/ml (figuur 5) indien de logaritme waarden op de X-as 
worden uitgezet . 
De 8/Bo van de monsters kunnen direkt uitgezet 
worden in de ijklijn en de gehalten afgelezen. 
Monsters worden positief afgegeven indien de 
concen tratie (uitgedrukt in clenbuterol-equivalenten) 







- •.JO - ·) .84 - 036 0.08 0.54 1.00 
F i g u u r 5 : i.j k l i ,j n van c l en b u te r o l 
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BIJLAGE II: Protocol voor het bereiden van salbutamolhemisuccinaat. 
PROTOCOL No 1 ! 9 A jONDERWERP 1 I< 0,. T- • I I M 
OATUP11 I I 10 /90 ,..... ""!I• ..... 
ooOA• 11. Va 11 Nalle. • lt e. Wt 
N l't /1, lftt I • ~IJtC llta. J. 
& .. t • " 1-a. ,.,. • l. 
(0PPELEN VAN HEMI-SUCCINAAT AAN VRIJE BASE SALBUTAMOL 
~. B~auiieu. Salbutamol radio1mmunoassav: Syntn•s1s and croo•rtles 
ot tne benzvlic guccinat• ot salbutamol, Journalot Pnarmalog1cal 
analys1s 1198~)3:57~-579 
Inleiding 
Salbutamol-hem1-succinaat wordt gebruikt bij d• koPo•ling van 
salbutamol aan elwitt•n als HAP !Horse Radish P•ro~idasel en BSA 
!8ov1n• Serum Album1n•> Om e•n go•de w•rking van net salbutamoi-
HRP-conjugaat te waarborg•n is de aanwezigheid van e•n soaeer 
noodzakeliJk, Hi•rdoor ond•rvindt de t•rtiaire butylgro•o van het 
salbutamol namelijk minder sterische hindering van n•t HRP b1j 
koopeling aan ••n antilichaam w•lke gericht is tegen de tertiaire 
butylgroeo. H•t n•mi-succinaat kan op de oh•noliscne en oe d• 
benzvliscne positie van net salbutamol binden door ••n lichte 
wijziging van net reacti•mili•u, namelijk het al of n1•t aanwez1g 
zijn van tolu••n in net reacti•milieu <B•auli•u 196~). Bij v•ra•re 
f!)(o•rim•nten !TLC,EIAl kon ecnt•r ge•n w•z•nlijk verschil oog•maakt 
woroen tussen d• b•ide vormen. 
Instelbar• 01P•tt•n 10-100 ul, 0.~-~ ml- 12 ml tl•sjes m•t 
schroefdop - 2 mi tl•sj•s met schroefdop - spinbar !vlo> cass•nd 
1n 12 mi flesje- magn•tische roerder- analytische balans itot 
0 .1 mg nauwkeurig) - atw••gpapi•rtjes - aluminium-toli•- Whatman 
1~ mi tiltrati•-syste•m - Millioore 1ilt•r type! FH 0.~ um -
droogstoof. 
Chemic:alien 1 Salbutamol (vrije base) (Sigma art.J S-8260> -
Succinic Anhydride (Sigma art.1 S-76~ól -Ethanol absoluut (Merc:k 
art.: 983l -Tolueen <M•rc:k art.: 832~) 
Werkwij ze 
- Weeg ~0.0 mg salbutamol nauwkeurig af op een atweegpapiertj• •n 
breng net daarna over in ••n 12 ml tl•sJe 
- Omwikkel net tl•sJe met aluminium-folie 
- Voeg ni•raan 10.0 ml absolute ethanol toe 
- Br•ng een vlo in net flesje en roer met de magnetische ro•rder 
tot all• salbutamol in oplossing is ;•gaan <t 30 minut•n> 
- Weeg 22.~ mg succinic: anhydride nauwkeurig af op •en atweeg-
papi•rtje en vo•g net dan toe aan de salbutamol oplossing 
- Roer ;•durende 2 uren met de magnetische roerder (Na t 30 min. 
ontstaat een witte suspensiel 
- Br•n; in net Whatman filtratie-syste•~ (zie figuur) net 
bovenvermelde tilter aan (op maat snijden!) 
- Breng dan de susoensi• over dit filt•r 
- Was 2 maal met 2 ml absolut• •thanol 
PROTOCOL No I : 9 8 
DATUM I I I 10 /90 
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ONDERWERP I I< 0 I',. ·'· ,. .,..,, H.".,. ' ••••• ' ,. .. 
ao" "" :J• • • a • •• t a. ., 1-.".... I. 
DOOR I A. v .. ,. Halle 
-~et fLitraat ~an Je d3arna verwlJderen 1n het van 
: J.JrOe af val vat 
- 9renq net itlter met de daaroo aanwez1ge k rtstal lan . oor:lchtlg 
over op een horlogeglas en plaats dlt 1n de droogstooi 
~edurenda t l~ m1n. blJ 37 "C 
- 3c::rr;~ao met behlilp v an een k le1n spate ltJe de ~ r1s tallen 
zorgvuldig van het filter en v erzamel :a op ~en afweeg-
paolertJe 
- Breng :e daarna over in een 2 ml flesje met schroefdoe 
- Omwtkkal het flesJe met alum1n1um-folLe 
- Bewaar het flesJe biJ -4 •c 
- Rendemant : t 50~ 
D~ wer~WlJZe 1s volkomen an•loog , behalve dat tegeliJ k met het 
succtnLc anhydrlde ook 6~ ~~ toleen toagevoegd wordt. 
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BIJLAGE 111: Pro tocol voor de koppeling van salbutamolhemisuccinaat aan HRP. 
PROTOCOL Nol 18 A j ONDERWERP: J<.,.,. & I' H 3 .,. "' S • I' I# I-.,. .1. HS / / 1• •,. Jl. ". a • lf a J' ~ I. P• ., • .c ' cl• a • ( N ~ ,. J 
DATUM I l I 0 so 
DOOR I A. V.,. M. 1/ • ' Je & "' 
~OPPELING VAN SALBUTAMOL-HEMISUCCINAAT 
PEROXIDASE (HRP) 
(HS) AAN HORSERAOISH 
· ~1 ••• :_?oen'.!m. 
: ~ ..... • . · ·~r- ~l:""\, ::'e ,.. 
. :n ::\o,Jl~ : :. \\..:n~ '.tnd 
~~1: :. ~ ?b~nsm . 
~ad101onmuno~ssav ~ur Stero1aho~-cne, 3runa l ~o 3~ . 
.:Onwenaunq .· iiO 1 J1mmlln0 l<Jq l3C: öl <Jr !"P.3 t'•'·?r • ~ n.~~n , 
;..in t~r·; . .=oro;.:h, \l <)93) 177: 41 ~. -..-:; '3 
~a a 1 :J lonmlmoassav f•.tr S tero 1dhor'llone. •::ro ""'a 1 o.-.Jen . 
:~n•~endltnq radio1onmunoli)Ol9C: ner ;' ?'!-: '- ~..-· ·"''"'' ''?" . 
.'n t.er~ • .=o::orsc:n. 1 198.!-' 1 77' : 4:.!1--1.::3 
~RP ~~l~oe1d ~albutamol-H~ wordt gebrulkt blJ ~n:vm1mmunoloo lsc:na 
-netnooen •E!~ tfn d• aio-stick on•thodel voor het ~epalen ·1o"1n ilC.:l-
•qcnlsten. ~<Jor ~e koop•linq van salbutamol aan h~P word t 
hem Lsuc: c: l n ••t (HS) 1ls soaeer Qltbruikt. D• oroc:edure v oor ne e 
•cocel•n v~n ~S aan ~albutamo l word t ~esc:nreven 1n or~toc:o l :?~. 
~e ' oopel:nq ~•n ~~ lbutamol-HS •~n HR? w<Jrdt u1c~evoerd 
•.)VfH'~en~<ooTo~t 1q dol oroc:edure \Je'5c:hr&v>Jn .,.·oor .J., 1. cppel1no •:tn 
; t~ro1Jun -~••1 ;;oiw.Lt':en (i<: vreunl. 
!n oje hlarn.a besc:nrev•n ·~erkwiJ :ft 15 bij ·"1et aiweqen •:Je 
v~rhoud.Lo1o .,;3lbu tamol-HS teqenov•r HRP-en:yonl l :'l !"J(; .noL· mol 
( H.~. OH (Hl 
H R P ·Ç · C H, ·C H, · Ç · 0 · b · Ç H · C H, · N H .ç C H. 
0 0 0 H C HJ 
3&f'!99 i~d h<?_q~ry 
rnstelbare oioet 100-1000 ul - 2 onl flesJes .nee schroefdcc -
S~t~-Loc:k tub• <•PJ•> van 1.~ ml iEoo•ndort .art.a OOJO t:0. 086 >-
5P1nbt~r (vlo) passend in 2 onl flesje - onaqn•tlSC:h" roerder -
analyt1sc:he ·balans (tot 0,1 mq nauwkeurig) - tifw••QP•IH•rtJes- .. 
on l reaqe•rbuisJ• - <"\luminium-tolie - v1brotix VF1 i I H~ 
Labort•c:hnik), 
Chemic:ali~n l S•lbutamol-HS (protocol :9a) - DMF 
Cc.Jim•thvl f~rm•mid•>< M•rc:k art .1 92~27:5) - EOC Ce thvl-
~lmethvlaouno-propvlcarbodiimide) (Sigma art, 1 E-77!\(l) ·- dem1-
wat•r - HRP (Bc•hrlnq•r art.a 914407) - Glvc:•r1n• (M&rc:k art. : 
~093) - P83 (protocol b), 
- W••Q 4,0 mg s•lbutamol-HS nauwk•uri; •t op ••n atw•egpapiertJe 
~n breng h•t da•rn• over in een 2 ml fl•sJ• 
- Omw1kk•l h•t flesJ• m•t aluminium-toll• 
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PROTOCOL Nor !, ' 8 i ONDERWERP r /( e,.,. • I 1 .. ) 
oAru," I/IO/SO 1..... u • .,.~ • I( .. J, •" .,. .. s. I • " ~-- ··'· HS 1\.- eM 1 Ja~ e ( H.,.J 
- 2-r -?M ·J :~·' ·.i ·:::J ..1.~ .-. ~r: •t~~Je :,, :·t;·.ar ·net; ·J9 naqn et:::c .--.e ,..,~er-~9,... 
:ot ,1 ?1: -:alt:~~t~moi-..;S Ln S~1SDens1a t:i ·~~q<~on 
- ~eeg :•, .:: ·•Q .::0c ' '-'~~'~~ eur 1q -' r op een ,\ r weeq p.~p 11:1r t Je an <:>renq 
. , ~t .j;..:~rn.i\ o'ler ~ :1 ~en ... •nl ··<?:lg~erb~lJ.SJil 
- •,'(1S'g i'Le ri\.i\n •).:~ olll deml-'""'te r toe 
- ~c~ud ~et rsoaqearbuJ.~Je tot ~e SOC 13 opgalost 
·· i:'r~··~· cel 0 tt C::C'C-opl<Jsslnl.J ·net 'Jeh~llp van een 1 •nl ;npet \~ng:<~.:lm 
•: : .Jnlp:Je l ; second~t ) toe .:~an ..:Ie .,;a .i butamol-HS-<.JPlO'>llil•1.:J en reet'" 
;,~t -n~'''J'"cil 1ll ,n,oJ,v, aan nagnetlsche f'Oerdet'" geourende :•) 
•n lnuten o1j k .:~martempar~tuut'". 
- Weeg 5 .0 mg HRP n~uwkeut'"lg af ~P een atweagpap1ertJ~ en orenq 
~at da~,..n~ over'" ~n een : ml flesJe 
- 0mwl~K el net flesJe ~et alum1n1umfol1e 
- 3c~ud n~~ flesJe tot ~e t HRP LS opgelost 
- 8r~ng een vlo Ln het flesJe an plaats het dan op een 
nagnet1sc~e roerder 
- Ontppel ·neng<Jel 1ll m.b.v. een l ml plpet lang;;:.:\am . 
! 1 druppel . seconde) toe aan de HRP-oplosslng ander roeren 
- i ~oer het .nengsel ~edurend• onlnlmaal ;;: dagen b1J -+·c 
- :u1~er op ~et dldlyse •n gelfiltratle volgens protocol :9b 
.Jpm~,..~~nql Ce ~om~1nat1e v~n galfiltratle 9n dlalyse wor~t 
]eOt'"Lll ~t o~ ~et salbutamol-HS-HRP te :u1vet'"en van Vt'"lJ 
;al ~utamol ~n salbut~mol-HS 
- ë-ren<J dn .Je .-,pge :u 1 v&rde op l.:l<JS 4ng ::;I<) IJl 1n .:~en l. 5 .n 1 epJ"' 
en 'IO&Q h1er~~n 2~0 yl ~lycerol toe 
- Meng :o s~conden met de wnlt'"lmi x •n bewaar'" daarna blJ -18 'C 
- Vet'"deel d& ~est van de opq•~u~vet'"de oploSSlnQ in r~act1es v~n .. 
0.~ ml en ~ewaat'" de~e in ~ ml flesJ•• b~J -18 ·c. 
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BIJLAGE IV: Protocol voor de uitvoering van IAC in combinatie met SPE. 
~~R~O~TO~C~O~L~l __________ ~A~F~F~I~N~I~TE~ITS -CHROMATOGRAF[E BFA\10-7-90 
Elutiepatroon van een seph~rose/anti - clenbuterol cartridge gevolgd 
door c-18 solidphase extractie. 
1. Affin iteitskalom spoelen met 3*5 ml water. (na bewar1ng in NaAzJ 
I 
2. S ml gehydrolyseerde urine + 5 ml PBS-but f er pH 7.4 (controleer oH) 
( bij een troebele oplossing centrifug~ren S •in 2500 rp•> 
I 
3. Opbrengen <2*5 ml)~ doorloop verwerpen. 
I 4. Wassen met 5*1 ml water, doorloop verwerpen. 
I 
5. Desarptie met 5 ml O.lM pH 3.5
1
HAC-opl., doorloop opvangen 
6. Affiniteitskalom spoelen met 5 ml methanol/water (70/30) 
I 
7. HERHAAL DE STAPPEN 5 EN 6. 
I 
8. Kolom spoelen met 2*5 ml water. 
;>e kolom is nu klaar voor de volgen_de analyse, bij het einde van een 
anal yse de kolom "conserveren" door te spoelen met 5 ml 0.02% natrium-
azide-opl. Laat 1 ml op de kolom staan, sluit de kolom af en bewaar deze 
in de koelkast. 
Voeq aan het eluaat 2.5 ml 1 M fosfa~tbuffer pH 7.6 toe. Controleer 
de pH (range 7.2-7.6). I 
Vervolg de dn~lyse met een c-18 SPé ( 1 cc bond-elut) 
I 
Activeer d• C-18 kolom door r•sp. te spoelen m•t: 
1 ml meth~nol, 1 ml w~ter en 1 ml 0.4~ fosfd~tbuffer pH 7.6. 
I 
Breng h•t •lu~~t op de kolom, doorloop verw•rpen. 
I 
/1/,u de kolo• m•t 1 ml w~ ter, doorJ·oop verw•rpen. 
I 
Ldctt de kola• kort• tijd drogen m.b.v. h•t vctcuuM. 
I 
élueer m•t 4t1ml m•thctnol/llc•tonitril (8,/1,). 
I 
Dctmp h•t elu~~t droo9 ond•r stikstof. 
I 
Vervol9 h•t ond•rro•k ~•t HPLC-UV of GC-NS. 
B~reidinq PBS-buffer. 
PBS stockoplossing (PBS100): Los 539 mM Na2HP04 . 2aq (192 gram) en 
129 mM KH2P04 op in lóOO ml water, stel de pH met 3M NaOH op pH 7.4 
en vul aan met water tot 2 liter. PBS werkoolotsinqa 
10 ml PBSlOO + 9 gram NaCL aanvullen tot 500 ml met water. (wp5nl\piet\9) 
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Bijlage V: Overzicht van het bij het onderzoek gebruikte monstermateriaaL 
RIKILT CLRVV monster diersoort opmerking 
nr. nr. type 
90 os 2487 urine mestkalf positief voor clenbuterol 
90 os 2527 urine mestkalf positief voor clenbuterol 
90 os 2600 urine mestkalf positeif voor clenbuterol 
90 os 2991 urine mestkalf positief voor clenbuterol 
90 os 2992 unne mestkalf positief voor clenbuterol 
90 os 3064 urine mestkalf positief voor clenbuterol 
90 os 3062 urine mestkalf negatief 
90 os 3063 urine mestkalf negatief 
90 os 3065 urine mestkalf negatief 
90 os 3066 urine mestkalf negatief 
90 os 3067 urine mestkalf negatief 
90 os 3068 urine mestkalf negatief 
90 os 3069 urine mestkalf negatief 
90 os 3072 unne mestkalf negatief 
90 os 3073 urine mestkalf negatief 
90 os 3074 urme mestkalf negatief 
90 18641 urine mestkalf positief voor salbutamol 
90 18027 urine mestkalf positief voor salbutamol 
90 18845 urine mestkalf positief voor salbutamol 
90 18846 urine mestkalf positief voor salbutamol 
90 18844 urine mestkalf positief voor salbutamol 
90 18859 urine mestkalf verdacht voor mabuterol 
90 18860 urme mestkalf verdacht voor mabuterol 
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Antilichamen tegen norepinefrine, gekoppeld aan BSA via de amine, kunnen 
mogelijk kruisreacties vertonen met de volgende ,8-agonisten. 
naam Xl X2 Rl R2 
Epinefrine OH H H H 
Ethylnoradrenaline OH CH2-CH3 als norepinefrine 
Nordefrine OH CH3 als norepinefrine 
Isoetarine OH CH2-CH3 CH3 CH3 
Isoprenaline OH H CH3 CH3 
Dopamine H H als norepinefrine 
Dobutamine H H CH3 C-C-fenol 
Hexoprenaline OH H ( CH2)6-norepinefrine 
Protokylol OH H CH3 C-(C7H502) 
H H H H 
I I I I 
HO r-cr-N- cr-R2 
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Antilichamen opgewekt tegen octopamine, gekoppeld aan BSA via de amine, kunnen 
mogelijk kruisreacties vertonen met de volgende ,8-agonisten. 
naam Xl X2 Rl R2 
Ractopamine OH H H C-C-fenol 
Bamethaan OH H H C-C-C 
Bufine OH CH3 CH3 C-C-fenyl 
Isoxsuprine OH CH3 CH3 C-0-fenyl 
Ritodrine OH CH3 H C-fenol 
Oxedrine OH H H H 
Pholedrine H CH3 H H 
Hydroxyefedrine OH CH2-CH3 H H 
Fenoterol H CH3 H C(OH)-fenyl 
Hydroxyamfetamine H CH3 als actopamine 
O HHH H I I I I HO ?-cr-N- cr- R2 x, X2 R, 
